201712.01103v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


“ 526: doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.04.12 J South Med Univ, 2015, 35(4): 526-529 


临床 研究 
成 人 特 发 性 膜 性 肾病 肾 组 织 M 型 磷脂 酶 A2 受 体 1 抗原 的 检测 
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摘要 :目的 检测 在 成 人 特 发 性 膜 性 肾病 患者 肾 组 织 中 M 型 磷脂 酶 A2 受 体 1(PLA2R1) 抗 原 的 阳性 率 及 其 与 特 发 性 膜 性 肾病 关 
系 。 方 法 选取 经 肾 活检 证 实 的 108 例 肾 小 球 疾病 患者 ,其 中 包括 41 例 特 发 性 膜 性 肾病 .2 例 乙 型 肝炎 病毒 相关 性 膜 性 肾病 、8 
例 V 型 狼疮 肾炎 、27 例 IgA 肾病 、19 例 微小 病变 性 肾病 5 例 轻 度 系 膜 增 生性 肾 小 球 肾炎 和 6 例 局 灶 节 有 段 性 凤 小 球 硬 化 。 应 用 间 
接 免 疫 严 光 法 检测 患者 肾 组 织 中 PLA2R1 抗 原 。 结 果 41 例 特 发 性 膜 性 肾病 患者 中 35 例 肾 组 织 PLA2R1 抗 原 阳性 ,阳性 率 为 
85.37%。 其 中 PLA2R1 沿 着 肾 小 球 毛 细 血 管 襟 呈 细 颗粒 状 沉积 。 在 V 型 狼疮 性 肾炎 乙 型 肝炎 病毒 相关 性 腊 性 肾病 及 其 他 肾 
小 球 疾病 肾 组 织 中 均 未 发 现 PLA2R1 抗 原 沉积 。 特 发 性 膜 性 肾病 PLA2R1 阳性 患者 与 PLA2R1 阴 性 患者 相 比 较 , 年 龄 . 血 肌 栈 、 
血清 白 蛋 白 ,24 h 尿 蛋白 定量 均 无 统计 学 差异 (P>0.05)。 结论 在 成 人 特 发 性 膜 性 肾病 患者 肾 组 织 中 应 用 间接 免疫 荧光 法 证 实 
PLA2R1 抗 原 的 阳性 率 为 85.37%,PLA2R1 阳性 与 阴性 患者 在 临床 表现 上 无 统计 学 差异 。 

关键 词 : 特 发 性 膜 性 肾病 ;间接 免疫 英 光 ;M 型 磷脂 酶 A2 受 体 1 


Detection of PLA2R1 in renal biopsy specimens of patients with idiopathic membranous 
nephropathy 


ZHU Shuangshuaneg, ZHOU Shulu, ZHOU Chaomin, LI Yongqiang, ZOU Hequn 
Institute of Nephrology and Urology, Third Affiliated Hospital of Southern Medical University, Guangzhou 510630, China 


Abstract: Objective To investigate the Prevalence of PLA2R1 in renal biopsy specimens of patients with idiopathic 
membranous nephropathy (IMN) and explore the relationship between PLA2R1 and IMN. Methods A total of 108 adult 
patients with biopsy-proved glomerular diseases were enrolled in this study, including 41 with IMN, 2 with hepatitis 
B-associated membranous nephropathy, 8 with V lupus nephritis, 27 with IgA nephropathy, 19 with minimal change 
nephropathy 5 with mild mesangial proliferative glomerulonephritis and 6 with focal segmental glomeruloselerosis (FSGS). 
Indirect immunofluorescence assay was used to detect PLA2R1 in the biopsy specimens and the clinical variables of the IMN 
patients were analyzed. Results In 35 of the 41 (85.37%) patients with IMN, PLA2R1 was detected with a fine granular Pattern 
in the subepithelial deposits along the glomerular capillary loops. PLA2R1 antigen was not detected in patients with other 
glomerulopathies. No significant differences were found in age, serum creatinine, serum albumin, or 24-h urinary protein level 
between PLA2R1-positive and negative patients with IMN (P>0.05). Conclusion According to our results, 85.37% of adult 
patients with biopsy-proven IMN are positive for PLA2R1 antigen, which, however, does not contribute to variations of the 
patients' clinical manifestations. 
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膜 性 肾病 是 一 种 器 官 特 异性 自身 免疫 性 疾病 ,是 引 ”前 尚 不 清楚 。 在 过 去 的 半 个 世纪 中 ,人 们 在 膜 性 肾病 的 
起 特 发 性 肾病 综合 征 最 常见 的 病因 之 一 ”。 膜 性 肾病 ” ”疾病 发 病 机 制 方面 做 了 许多 研究 ,包括 Heymann's 肾炎 
作为 病理 诊断 ,是 以 凤 小 球 基底 膜 上 皮 细 胞 下 弥漫 的 免 。 动物 模型 "中 性 肽 链 内 切 酶 "等 。2009 年 ,Beck 等 "发 
疫 复合 物 沉积 伴 基 底 膜 弥漫 增 厚 为 特点 ,30%~50% 膜 。。” 现 M- 型 磷脂 酶 A2 受 体 (PLA2R1) 是 特 发 性 膜 性 肾病 
性 肾病 最 终 进 展 至 终 未 期 肾脏 病 ?。 根 据 2011 年 瑞金 ”(IMN) 的 训 抗 原 。 其 后 PLA2R1 受 到 了 肾脏 病 界 越 来 
医院 的 统计 ,在 年 龄 大 于 60 岁 以 上 的 人 群 中 , 膜 性 肾病 越 多 的 关注 。 然 而 关于 肾 组 织 PLA2R1 的 研究 在 国内 
是 原 发 性 肾 小 球 疾病 中 最 常见 的 疾病 , 约 占 原 发 性 肾 小 。” 鲜 有 报道 沁 。 我 们 选用 本 科室 肾 活 检 诊 断 为 IMN 及 其 
球 疾病 的 39.64955 。 然 而 关于 膜 性 肾病 的 发 病 机 制 目 。 ”他 肾 小 球 疾病 患者 ,应 用 间接 免疫 荧光 法 检测 肾 组 织 

PLA2R1 抗 原 的 阳性 率 , 探 讨 其 与 IMN 的 关系 。 
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及 其 他 肾 小 球 疾病 患者 共 108 例 ,包括 IMN 41 例 (男性 
27 例 ,女性 14 例 ,平均 49.08+14.23 岁 ) , 乙 型 肝炎 病毒 
相关 性 膜 性 肾病 (HBV-MN)2 例 (男性 2 例 ,年 龄 在 35~ 
54 岁 ),V 型 狼疮 肾炎 (LN) 8 例 ( 男 性 1 例 ,女性 7 例 , 平 
均 33.90+15.03 岁 ),IgA 肾病 (IgAN)27 例 (男性 10 例 ， 
女性 17 例 ,平均 40.00+12.20 岁 ), 微 小 病变 性 肾病 
(MCD)19 例 (男性 12 例 ,女性 7 例 ,平均 34.63+14.75 
岁 ), 轻 度 系 膜 增生 性 凤 小 球 肾炎 (MsPGN)5 例 (男性 4 
例 , 女 性 1 例 , 平 均 50.8+14.58 岁 ), 局 灶 节 上 段 性 凤 小 球 
硬化 (FSGS)6 例 (男性 5 例 , 女 性 1 例 , 平 均 37.00+19.83 
岁 )。IMN 的 诊断 是 根据 经 肾 活检 病理 检查 诊断 为 膜 性 
肾病 ,并 排除 由 狼疮 肾炎 .HBV-MN 肿瘤 等 其 他 因素 所 
致 的 继 发 性 膜 性 肾病 "。 本 研究 所 选取 采用 的 所 有 病 
例 临床 上 均 未 长 期 使 用 激素 和 免疫 抑制 剂 治疗 ,所 有 肾 
活检 组 织 的 采集 均 经 患者 知情 同意 。 
1.2 标本 采集 及 方法 

B 型 超声 引导 下 行 肾 组 织 穿刺 , 肾 活 检 组 织 分 割 
后 ,分 别 行 光 镜 免疫 荧光 ,电镜 检测 。 采 用 直接 免疫 葡 
光 法 常规 进行 IgG IgA IgM\`C3 .Cl1q.C4 染 色 。 光 镜 下 
行 PAS、PASM.MASSON HE 染色 。 肾 穿刺 组 织 送 电 
镜 。 采 用 石蜡 包 埋 组 织 或 者 肾 穿 当日 新 鲜 冰 冻 肾 组 织 
应 用 间接 免疫 奖 光 法 ,检测 IMN 、 继 发 性 膜 性 肾病 及 其 
他 肾 小 球 疾病 肾 组 织 PLA2R1 抗 原 。 新 鲜 冰冻 切片 : 切 
3~4 hm 厚 冰 冻 切 片 ,经 丙酮 固定 ;3$% BSA 室温 下 封闭 
30 min; 一 抗 兔 抗 人 PLA2R1 多 克隆 抗体 (Sigma) 稀 释 
至 1:500, 孵 育 约 1.5 h;PBS 冲洗 3 次 , 甩 干 后 加 鼠 抗 免 
IgG 二 抗 (CWIBO) 孵 育 50 min,PBS 冲洗 3 次 ,应 用 组 


表 1 基于 不 同 病 理 类 型 患者 的 临床 特征 


冲 甘油 封 片 。 痰 光 显微镜 下 观察 , 奥 林 巴 斯 激光 扫描 共 
聚焦 显微镜 下 拍摄 。 石 晴 切 片 :经 烤 片 , 脱 蜡 ,38 水浴 
箱 1:20 和 蛋白 酶 K 消化 30 min,5% BSA 室温 下 封闭 , 余 
加 抗体 步骤 同 冰冻 切片 。 根 据 荧光 强度 划分 为 阴 
性 `+\++ +++。 阴 性 对 照 :每 种 疾病 都 用 PBS 代 替 一 抗 
做 阴性 对 照 , 只 有 加 入 PBS 阴性 并 且 加 入 一 抗 阳 性 者 ， 
才 判 断 为 阳性 。 
1.3 临床 资料 收集 

收集 患者 年 龄 ,性别 、 血 肌 酥 ,24 h 尿 蛋白 定量 、 血 
清白 蛋白 。 根 据 患 者 肾脏 组 织 光 镜 及 电镜 病理 改变 ,对 
41 例 IMN 患 者 进行 1 ~V 期 病理 分 期 。 
1.4 统计 学 处 理 

采用 SPSS 19.0 软 件 对 数据 进行 分 析 , 计 数 资料 应 
用 率 表示 ,连续 性 计量 资料 应 用 中 位 数 与 四 分 位 数 间 距 
表示 。 计 数 资料 之 间 的 比较 采用 卡 方 检验 ,两 组 独立 样 
本 的 计量 资料 之 间 的 比较 用 Mann-Whitney U 非 参数 检 
验 , 多 组 独立 样本 计量 资料 之 间 的 比较 用 
Kruskal-Walis 及 检验 。 双 侧 P<0.05 表示 差异 有 统计 


MW (YY 
学 意义 。 


2 结果 
2.1 不 同 病 理 类 型 患者 的 一 般 资料 

不 同 病 理 类 型 患者 年 龄 ,性别 、 血 肌 栈 .血清 白 和 蛋 
白 、24h 尿 蛋白 量 之 间 差 异 有 统计 学 意义 ( 表 1,P< 
0.05) ,说 明 不 同 病 理 类 型 对 肾脏 的 损伤 是 不 一 致 的 ,而 
且 发 病 年 龄 .性别 都 不 一 致 。 


Tab.1 Clinical characteristics of the patients with different pathological patterns 


Lupus MN 


HBV- MN 


IMN(n=41) IgAN=27) MCD(n=19) ee 2 FSGSw=6 MsPGNo=5 PP 
Age (year) i ca 0 el 0 0 0 Oe 
Sex (M/F) 26/15 10/17 1217 117 2/0 5/1 4/11 0.018 
Sor (pmo cy a cet 人 S00 a i Oa 
oe Cp) 0 i i 人 DON ee 09, 
ALBBID (1852585) G280:4200) (15302200) (17.452445) 232240 (12702925) G575474) <0001 


membranous nephropathy; FSGS: Focal segmental glomeruloselerosis; MsPGN: Mild mesangial proliferative glomerulonephritis. 


2.2 膜 性 肾病 PLA2R1 阳性 与 阴性 患者 一 般 资料 


膜 性 肾病 中 PLA2R1 抗原 阳性 上 


14D 


者 与 PLA2R1 抗 


IMN: Idiopathic membranous nephropathy; IgAN: IgA nephropathy; MCD: Minimal change nephropathy: HBV-MN: Hepatitis B-associated 


原 阴 性 患者 的 年 龄 ,性别 、 血 肌 栈 、 血 清白 蛋白 及 24 h 尿 


蛋白 定量 之 间 差 异 无 统计 学 意义 ( 表 2,P>0.05)。 
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表 2 膜 性 肾病 PLA2R1 阳性 患者 与 阴性 患者 临床 资料 比较 


Tab.2 Clinical characteristics of IMN patients with and without 


PLA2R1 expression in glomerular immune deposits 


Item PLA2R1 Positive PLA2R1 negative P 
n 35 6 

Age (year) 53.00(42.00-58.50) 54.00(51.50-64.75) ”0.35 
Sex( M/F) 23/12 4/2 0.96 
Scr (umol/L) 71.70(59.70-83.30) 69.00(59.25-95.25) 0.94 
ee 和 3.54(2.63-5.98) 3.51 (2.74-5.16) 0.84 
ALB BID) 21.70(18.50-25.85) 。 22.05(18.18-25.10) 098 


汪 攻 ， 


图 1 间接 免疫 荧光 法 分 析 PLA2R1 在 不 同 患者 肾脏 中 的 沉积 


2.3 膜 性 肾病 PLA2R1 的 阳性 率 及 相关 图 片 

在 41 例 IMN 中 ,35 例 有 PLA2RI1 抗原 的 沉积 ; 
PLA2R1 是 沿 着 肾 小 球 毛细 血管 祥 呈 细 颗 粒状 沉积 (图 

,6 例 IMN 患者 肾 组 织 中 并 未 发 现 PLA2R1 的 沉 
新鲜 冰冻 组 织 和 石蜡 固 包 埋 组 织 PLA2R1I 阳性 率 
无 统计 学 差异 (P=0.757)。 在 乙 型 肝炎 病毒 相关 性 膜 性 
肾病 、V 型 狼疮 肾炎 及 其 他 肾 小 球 疾病 中 均 未 发 现 
PLA2R1 抗 原 的 沉积 。 


3 讨论 
我 们 在 国内 应 用 肾 组 织 间 接 免疫 荧光 法 ,在 41 例 


Fig.l Indirect immunofluorescence assay for detecting PLA2R1 in renal biopsy specimens of different patients (Original magnification: x 
400). A: IMN; B: HBV-MN; C: Ilupus-MN; D: IMN; E: FSGS; FE IgAN; G: MCD; H: MsPGN. 


IMN 患 者 肾 组 织 中 检测 PLA2R1 抗 原 。 研 究 结果 显示 
成 人 IMN 患者 肾 组 织 中 PLA2R1 抗原 阳性 率 为 
85.37% ,而且 沿 肾 小 球 毛细 血管 畔 呈 细 颗粒 状 沉积 。 
我 们 进一步 探讨 了 PLA2R1 抗 原 与 膜 性 肾病 患者 临床 霖 
特征 的 关系 ,发 现 PLA2R1 抗 原 阳 性 患者 与 阴性 患者 在 
年 龄 ,性别 . 血 肌 本 血清 白 蛋 白 及 24 h 尿 蛋白 定量 之 间 
差异 均 无 统计 学 意义 。 

PLA2R1 属于 甘露 醇 受 体 家 族 , 是 一 种 相对 分 子 质 
量 为 180 000 的 I 型 跨 膜 糖 和 蛋白 ,存在 于 人 正常 足 细 胞 
中 心心 。 在 2009 年 Beck 等 "提出 PLA2R1 为 IMN 的 邯 
抗原 ,他 们 在 70% 的 IMN 患 者 血清 中 发 现 抗 PLA2R1 
抗体 。Debiec 等 中 对 42 例 IMN 患 者 血清 及 肾 组 织 
PLA2R 进行 分 析 , 发 现 其 阳性 率 分 别 为 57% 和 74%, 并 
且 有 3 例 患 者 血清 抗 PLA2R 抗 体 阳性 ,在 肾 组 织 中 并 
未 发 现 PLA2R 抗 原 的 沉积 。 提 示 血 清 抗 PLA2R 抗 体 


与 肾 组 织 PLA2R 抗 原 阳性 不 一 致 ,血清 抗 PLA2R 抗体 
阴性 并 不 能 排除 PLA2R 相关 性 膜 性 崩 病 。 国 内 周 广 宇 
等 "应 用 Western blot 法 对 20 例 IMN 患 者 血清 分 析 , 发 
现 75% 患 者 血清 中 可 检 出 抗 PLA2R 抗 体 。Qin 等 对 
60 例 IMN 患 者 检测 其 血清 抗 PLA2R 抗 体 ,发 现 其 中 有 
49 例 患者 为 阳性 ,阳性 率 为 81.6%。 我 们 在 中 国 IMN 
病人 肾 组 织 中 研究 PLA2R1 抗原 表达 情况 。 研 究 表 明 
通过 对 肾 组 织 PLA2R1 抗 原 的 染色 ,发 现 肾 组 织 阳性 率 
高 于 国内 外 文献 报道 的 血清 学 阳性 率 "**»。 与 国外 研究 
相 比 ,在 IMN 患 者 肾 组 织 中 PLA2R1 el 阳性 率 高 于 
文献 报道 的 肾 组 织 PLA2R1 阳性 率 " 中 ,提示 种 族 差 异 ， 
其 PLA2R1 的 表达 可 能 有 一 定 差异 。 

Larsen 等 “通过 对 80 例 继 发 性 膜 性 肾病 患者 进行 
由 分 别 在 两 型 肝炎 相关 性 膜 性 肾病 .肿瘤 相关 性 膜 
性 肾病 .类 肉瘤 相关 性 膜 性 肾病 .干燥 综合 征 中 患者 肾 
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组 织 中 检测 到 PLA2R1 抗 原 。Ronco 等 “对 既往 报道 
清 学 抗 PLA2R 抗体 患者 分 析 , 在 V 型 狼疮 肾炎 及 乙 
0 性 肝炎 相关 性 膜 性 肾病 患者 抗 PLA2R 抗 体 阳性 
率 分 别 为 4.4% 和 17%。Qin 等 对 20 例 V 型 狼疮 肾炎 、 
16 乙 型 肝炎 病毒 相关 性 膜 性 肾病 及 10 例 肿瘤 相关 性 
性 肾 病 患 者 检测 血清 抗 PLA2R 抗 体 ,其 阳性 率 分 别 
> 6.3%、30%。 在 继 发 性 膜 性 骨 病 中 我 们 仪 仅 分 析 
了 2 例 乙 型 病毒 性 肝炎 相关 性 膜 性 肾病 与 8 例 V 型 狼疮 
肾炎 。 在 这 10 例 继 发 性 膜 性 肾病 中 并 没有 发 现 
PLA2R1 抗原 的 沉积 。 分 析 其 原因 可 能 与 继 发 性 膜 性 
肾病 的 样本 量 少 有 关 , 在 以 后 的 研究 中 有 必要 扩大 样本 
量 继续 研究 。 
PLA2R 作为 表达 于 正常 人 足 细胞 上 的 一 种 跨 膜 蛋 
白 , 早 在 10 年 前 J PLA2R CU 
细胞 中 也 有 表达 "“”"*。 然 而 ,至 今 我 们 并 不 清楚 正常 人 
PLA2R 的 功能 ,以 及 血清 抗 PLA2R 抗 体 是 否 会 干扰 下 
常 肾 组 织 的 功能 2。PLA2R 在 正常 肾 组 织 及 膜 性 肾病 
及 正常 人 肺 组 织 及 中 性 粒 细胞 中 表达 ,为 何在 IgA 肾病 
等 原 发 性 肾 小 球 肾炎 中 未 发 现 其 表达 ,这 一 问题 有 待 解 
决 。 关 于 PLA2R 的 作用 及 其 抗原 阳性 与 临床 的 关系 以 
及 PLA2R 抗 原 沉积 是 否 会 加 重 IMN 仍 未 明确 ,并 且 各 


家 报道 不 一 。Hofstra 等 5 证 实 血清 抗 PLA2R 抗 体 的 水 
平 与 疾病 的 严重 程度 .缓解 及 复发 是 相关 的 ,并 且 可 以 
用 来 检测 疾病 的 活动 。 后 来 其 至 有 人 提出 尝试 着 应 用 


检测 血清 抗 PLA2R 抗 体 滴 度 代 蔡 有 创 性 肾 活 检 检 查 以 
诊断 IMN2。 然 而 我 们 通过 对 肾 活 检 时 患者 的 临床 资 
料 进 行 分 析 发 现 , 肾 组 织 PLA2R1 抗 原 阳 性 与 阴性 患者 
在 血 肌 五 、 血 清白 蛋 白 ,24 h 尿 蛋白 定量 均 无 统计 学 差 
异 。 我 们 的 结果 与 Svobodova 等 汪 报 道 的 结果 一 致 。 
PLA2R1 抗 原 阳 性 对 于 临床 的 意义 在 接 下 来 的 工作 中 
有 必要 继续 研究 。 

综 上 所 述 ,在 成 人 IMN 患 者 肾 组 织 中 应 用 间接 免 
疫 奕 光 法 证 实 PLA2R1 抗原 的 阳性 率 为 85.37%， 
PLA2R1 阳性 与 阴性 患者 在 临床 表现 上 无 统计 学 差异 。 
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